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略語表
本文及び図表中に以下の略語を用いた。
ALL　：aCutelymphoblasticleukemia
ALP　：alkalinephosphatase
AML：aCutemyelogenousleukemia
AMMoL：aCutemyelomonocyticleukemia
ATL　：adultTccllleukemia
BSA　：bovineserumalbumin
CML　：Chronicmyelogenousleukemia
（急性リンパ性白血病）
（急性骨髄性白血病）
（急性骨髄単球性白血病）
（成人T細胞白血病）
（慢性骨髄性白血病）
ELISA：enZyme－1inkedirnmunosorbentassay
HPLC：highperfbrmanceliquidchromatography
HRP　：horseradishperoxidase
ML　：malignantlymphoma
MM　：multiplemyeloma
NHL　：nOn－Hodgkinlslymphoma
PBS　：Phosphate－bufftredsaline
RNA　：ribonucleicacid
SD　　：Standarddeviation
SE　　：Standarderror
TMBZ：3，3㌧5，5Y－tetramethylbenzidine
tRNA　：tranSferribonucleicacid
（悪性リンパ腫）
（多発性骨髄腫）
（非ホジキンリンパ腫）
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緒言
RNAの構成成分としてメチル化、異性化などの修飾を受けた修飾核酸が天
然に存在することが知られている。　修飾核酸は特にtRNA中に多く存在し、
その種類は・祁種以上に及び1）、tRNAを構成する核酸全体の約20％を占めて
いる2）。　これらの修飾核酸はtRNA分子骨格形成後になされる転写後修飾に
ょり生成するが、この反応に携わる酵素はtRNA分子種や修飾を受ける核酸の
種類や位置により異なると考えられている3‾5）。tRNA中の修飾核酸は、
tRNAが受容するアミノ酸の変換6）やコドンーアンチコドン認識の正確さの向
上7－9）など生命活動を営む上で必須の機能の一部を担っている。　大多数の修
飾核酸はモノヌクレオシドまで分解された後、核酸の再利用経路であるサルベ
ージ回路に入ることなく排泄される10）。　これらの遊離した修飾核酸は種々
の生理活性を有することが知られ、石田らは、マウスのエールリッヒ癌性腹水
中に存在するトメチルアデノシンや5－メチルシチジンが免疫抑性活性を有す
ることを報告している。1ト13）。
細胞を用いた試験管内の検討において修飾核酸と癌化との関連性が示されて
いる。　例えば、癌組織において、RNAのメチル化活性が異常に元進あるい
は減少していることが知られている14）。　また、癌組織中には癌特異的な修
飾を受けたtRNA分子種が存在することも示されている15，16）0
尿中に排泄された修飾核酸は、腫瘍マーカーとしての応用性が検討されてき
たが、これまで、主にHPLCによる尿中の修飾核酸の定量が行われ、癌患者
尿中に修飾核酸が増加することが示されてきた17‾20）。一方、当研究室では、
モノクローナル抗体を用いたELISA法を確立し、尿中シュードゥリジンとト
メチルアデノシンが癌患者、特に白血病やリンパ腫患者のスクリーニングに有
用なことを示してきた2ト23）。これまで数多くの物質が腫瘍マーカーとして
－1－
検討され、臨床応用されているものも多い。　しかし、実際には数種の腫瘍マ
ーカーが併用され診断の補助的手段として用いられるのが現状であり、満足し
うるものは未だ見出されていない24）。　また、昨今の癌治療技術の進歩に伴
い、癌の病態を的確に反映する、モニタリングに有用な腫瘍マーカーが望まれ
ている24）。
ところで、血清中の修飾核酸の腫瘍マーカーへの応用性についても検討がな
されてきた25－31）。　血清検体を用いた場合、尿検体で必要とされるクレアチ
ニン補正を行う必要がないこと、小児や腎障害を有する患者でしばしば認めら
れる偽陽性例か発生しにくいこと、さらに、動物モデルを作製した場合に試料
の採取が容易であること、などの利点があげられる。　Higashin0らのグルー
プはHPLCを用いた血清中シュードゥリジンの測定法を確立し、肺小細胞癌
や肝細胞癌患者で血清中量が増加していることを明らかにしているが27，28）、
検出感度上の問題から血清中の修飾核酸量の検討は主にシュードゥリジンに限
られ、また、迅速性と簡便性に優れるELISA法による測定もなされていなか
った。血清中の修飾核酸の分析は腫瘍マーカーへの応用性の証明のみならず、
修飾核酸の体内動態の解析にも応用可能であり、非常に興味深い検討事項と考
えられる。
これらの研究背景を踏まえて、著者は尿中及び血清中の修飾核酸の腫瘍マー
カーとしての有用性を明らかにするため、以下の項目について検討した。
1．尿中修飾核酸の腫瘍マーカーへの応用を目的として、
（1）白血病患者のモニタリングへの応用性
（2）健常人の性差、年齢差
2．血清中修飾核酸の腫瘍マーカーへの応用を目的として、
（1）血清中トメチルアデノシンの定量法の確立
（2）担癌モデルを用いた血清中修飾核酸量の変動
－2－
（3）健常人及び癌患者血清中1－メチルアデノシンとシュードゥリジン
量の相違
得られた結果は第5章に総括してあるが、その経緯を以下に詳述する○
－3－
第1章　尿中修飾核酸量の検討
第1節　はじめに
これまでにも尿中修飾核酸の腫瘍マーカーとしての応用性が検討されてきた
17‾20）。　しかし、従来の検討は主にHPLC法により行われ、ELISA法を用い
た報告は乏しかった。　既に当教室においては、ELISA法を用いた検討から、
尿中シュードゥリジンとトメチルアデノシンの陽性例が特に白血病、リンパ
腫で多くみられることを明らかにしている2ト23）。　そこで、これらの疾患を
対象とし、白血病あるいはリンパ腫の種類による尿中の修飾核酸量の比較を行
った。　また、モニタリングへの応用性を目的として、疾患の状態を尿中修飾
核酸が反映するか否かについても検討を加えた。
これまで、腫瘍マーカーとしての応用性を検討する際に基本となる、尿中修
飾核酸量の健常人における性差、年齢差などについての基礎的検討は乏しかっ
た。　そこで本章では、この点についても検討した。
第2節尿中修飾核酸定量法の白血病モニタリングへの応用
健常人、白血病患者及びリンパ腫患者の尿中のシュードゥリジン、トメチ
ルアデノシン量を測定した結果を示した（Figureト1，1－2）。　健常人33人
の尿中シュードゥリジン、1－メチルアデノシン量の平均値は31．2±9．9nmol／
〃mOlクレアチニン、1・91±0・66nmol／〃mOlクレアチニンであった。　そこ
で、平均値に2SDを加えた値である51．Onmol／〃mOlクレアチ二ン、3．23
nmol／〃mOlクレアチニンをそれぞれカットオフ値として設定し、この値以上
の症例を陽性とした。
白血病及びリンパ腫患者の尿は治療前に採取したものを用いた。　白血病及
びリンパ腫患者全例の尿中シュードゥリジン量の平均値は61．6－82．8nmol／
ー4－
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〃mOlクレアチニンであり、健常人と比較して有意に高値であった0　同様
にトメチルアデノシン量の平均値は3・70－4・90nmol／〃mOlクレアチニンであ
り、健常人との差は有意であった0　白血病及びリンパ腫患者の尿中シュード
ゥリジンの陽性率は77％（46／60）、トメチルアデノシンの陽性率は62％
（37／60）であった（Tableト1）0　シュードゥリジンあるいはトメチルアデノ
シンのいずれかが陽性であったもめは87％（52！60）であった。
Table1－1Positiveratesinurinarypseudouridineand1－methyladenosineinpatients
withleukemiaand－ymphomadeterminedbyslngleassayorcombinationassaya
Typeofdisease
SingIeassayb
Pseudouridine　1－Methyladenosine
Combinationassayb
AMLC
AMMoL
ALL
CML
ML
MM
Total
85（17／20）　　　　65（13！20）　　　　90（18／20）
70（7／10）　　　　50（5／10）　　　　90（9／10）
75（6／8）　　　　　63（5！8）　　　　　88（7／8）
80（4／5）　　　　　60（3／5）　　　　　80（4／5）
71（5／7）　　　　　57（4／7）　　　　　86（6／7）
70（7／10）　　　　70（7／10）　　　　80（8／10）
77（46／60）　　　　62（37！60）　　　　87（52／60）
aThepatientswhohadlevelsofurinarypseudouridineand1－methyladenosineabove
normaJmean＋2SDvalues（51．Oand3．23nmol小moIcreatinine）weredefinedas
POSitivecases・
bvaluesareexprssedas％positive・Thenumberinparenthesesshowsthepositive
CaSeSPerteStedcases・
CAbbreviationsofthediseasesareasfollows；AML：aCutemyelogenousleukemia，
AMMoL：aCutemyeIomonocyticleukemia，ALL＝aCuteFymphoblasticleukemia・CML：
chronicmye．ogenousleukemia，ML：mallgnant】ymphoma・MM：muItiplemyetoma
－7－
白血 病 及 び リンパ 腫 患 者 を 病 態 に よ り寛解 、再 発 、 安 定 の3群 に分 け、各 々
の 状 態 に お け る シ ュー ドウ リジ ン、1一 メ チル ァ デ ノ シ ン量 の 変 動 を 検 討 しだ
(Figure1・3,1-4)。寛 解 導 入 群 で は3例 を 除 き 、 化 学 療 法 後 に シ ュ ー ドウ
リジ ン及 び1一 メ チ ル アデ ノ シ ンと も正 常 域 以 下 に ま で 低 下 した 。 再 発 群 で
は5例 を 除 き、 シ ュー ドウ リジ ン、1一メ チ ル ア デ ノ シ ンと も よ く病 態 を反 映
した 。 安 定 群 で は 、 シ ュー ドウ リジ ン及 び1一 メ チル ア デ ノ シ ン量 は カ ッ ト
オ フ値 前 後 で あ った 。
一8一
??
?
?
?
?
（
?
?
?
?
?
?
【
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
? C
o
m
p
l
e
亡
e
R
e
s
p
o
n
s
e
R
e
l
a
p
s
e
 
S
亡
a
b
l
e
N
o
r
m
a
l
H
e
a
n
　
＋
　
2
S
D
F
i
g
u
r
c
1
－
3
C
h
a
n
g
c
s
i
n
（
h
c
u
r
i
n
a
r
）
・
C
X
C
r
C
t
i
o
n
l
c
v
c
I
s
o
f
p
s
c
u
d
o
u
H
d
i
n
c
w
i
t
h
t
h
c
c
h
a
n
g
e
s
i
n
c
l
i
n
i
c
a
l
S
t
a
t
U
S
O
f
p
a
t
i
e
n
t
s
w
i
t
h
l
c
u
k
e
m
i
a
a
n
d
l
y
m
p
h
o
m
a
・
l
n
c
L
u
d
e
d
w
c
r
c
7
0
f
e
o
m
p
l
e
t
e
r
c
s
p
o
n
s
i
v
e
c
a
s
c
s
，
6
0
f
r
c
h
p
s
c
d
c
a
s
e
s
a
n
d
7
O
f
s
t
a
b
l
e
c
a
s
e
s
・
?? ? ? ↓ ? ? ? ? ? 」 ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? 』 ? ? ? ? ? ? 』 ? ? ? ? ?
2
0
t
o 0
C
o
m
p
l
e
亡
e
R
e
s
p
o
n
s
e
R
e
l
a
p
s
e
S
仁
a
b
l
e
N
o
r
r
n
a
l
M
e
a
n
十
2
S
D
F
i
g
u
r
e
1
4
C
h
a
n
g
e
s
i
n
t
h
c
u
r
i
n
a
r
y
e
x
c
r
e
t
i
o
n
l
e
v
c
l
s
o
f
1
-
m
e
t
h
y
l
a
d
e
n
o
s
i
n
c
w
i
t
h
t
h
e
c
h
a
n
g
c
s
i
n
c
l
i
n
i
e
a
l
s
t
a
t
u
s
o
f
p
a
t
i
e
n
t
s
w
i
t
h
l
e
u
k
e
m
i
a
a
n
d
I
y
m
p
h
o
m
a
.
T
h
c
p
a
t
i
e
n
t
s
a
r
e
d
c
s
c
r
i
b
e
d
i
n
F
i
g
u
r
e
l
-
3
.
第3節　健常人尿中修飾核酸量の詳細な検討
シュードゥリジンについては健常人366人（男性175人、女性191人）、
1－メチルアデノシンについては健常人361人（男性176人、女性185人）を
対象とし、尿中含量の測定を既に確立された阻害ELISA法により行った
（Tableト2う。
健常人の尿中シュードゥリジン量の平均値は28．6±12．6nmol／〃mOlクレア
チニンであり、各年代の男性の尿中シュードゥリジン量は26．9－34．1nmol／
〃mOlクレアチ二ン、女性は24．2－33．4nmol／〃mOlクレアチニンの範囲内で
あった。　尿中トメチルアデノシンの健常人全体の平均値は2．11±0．93
nmol／〃mOlクレアチニンであり、男性の1－メチルアデノシン量は1．75－2．49
mmol／〃mOlクレアチこン、女性は1．85－2．44mol／〃mOlクレアチニンの範囲
内であった。　各々の性における年齢差、各年齢における性差は認められなか
った。　また、健常人10人（男性7人、女性3人）について1日に4回採
取した尿中のシュードゥリジン、トメチルアデノシン量を検討した結果、目
内変動は認められなかった（Table1－3）。　さらに7日間の尿中修飾核酸量
を測定した結果、日差変動は認められなかった（Table1－4）。
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Table1－2Ageandsexdistributionsinurinaryexcretionsofpseudouridineandl－
methyIadenosineinhealthyindividuals
Age Male Female
（nmoI小moIcreatinine）　（nmol小moIcreatinine）
Pseudouridine
6－9
10
20
30
40
50
60
70
Mean±SD
TotaImean±SD
1－Methyladenosine
6－9
10
20
30
40
50
60
70
Mean±SD
Totalmean±SD
27．9±11．9（31）
32．7±13．9（34）
31．3±12．7（32）
27．5±13．4（22）
26．9±　8．6（14）
29．2±　9．2（18）
34．1±10．8（16）
27．7±13．0（8）
30．2±12．5（175）
28．5±13．3（39）
26．7±10．9（39）
31．5±15．6（15）
25．5±　9．3（30）
24．2±12．2（29）
33．4±15．7（23）
33．0±　9．4（11）
26．9±　6．7（5）
26．6±11．6（191）
28．6±12．6（366）
1．89±0．78（31）
1．75±1．01（37）
1．96±0．84（33）
2．28±0．73（22）
2．37±1．05（12）
2．30±0．88（18）
2．49±0．79（14）
2．07±0．71（9）
2．09±0．93（176）
1．85±0．77（39）
1．90±0．74（40）
2．33±0．51（14）
2．42±0．82（30）
2．44±1．11（29）
2．36±0．64（19）
2．35±1．33（9）
2．29±0．52（5）
2．13±0．91（185）
2．11±0．93（361）
Thenumberofsubjectstestedareshownintheparetheses．
ー12－
TabIe1－3Variationswithinadayintheurinaryexcretionofpseudouridineandl一
methyJadenosineinhealthyindividuals
Samplingtime
Pseudouridine　　　1－MethyIadenosine
（nmol小moJcreatinine）
????????????? ?
????????
24h卜POOIed
28．0±6．4
29．9±6．2
25．3±12．0
24．3：±13．7
27．9±12．0
1．14±0．28
1．40±0．39
1．28±0．28
1．47±0．47
1．27±0．19
Table1－4DaiIyvariationsintheurinaryexcretionsofpseuduridineand1－
methyladenosineinheaJthyindividuais
Pseudouridine　　　1－MethyJadenosine
（nmolkLmOIcreatinine）
?????????? 27．9±15．6
18．7＝ヒ11．1
22．6±11．6
22．2±7．8
22．5±14，6
27．7±14．2
21．4±15．8
1．14±0．28
0．99±0．53
1．17±0．38
1．21±0．63
1．02±0．64
1．27±0．41
1．39±0．97
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第4節　考察
白血病及びリンパ腫患者において、健常人と比較して有意に高い量の尿中シ
ュードゥリジン、1－メチルアデノシンが認められたが、疾患の種類の違いに
よる量的差異は認められなかった。　一方、数例の例外を含むものの、尿中の
シュードゥ・リジン、1－メチルアデノシンは白血病の病態を良く反映した。
以上の事実から、尿中のこれらの修飾核酸は疾患の種類よりも疾患の状態を良
く反映することが明らかになった。　今後、腫瘍マーカーとして、特にモニタ
リングに応用されることが期待される。
Tamuraらは尿中シュードゥリジンとα－フェトプロテインあるいは癌胎児
性抗原を併用することにより、それぞれ肝細胞癌あるいは肺小細胞癌の診断の
信頼性が増加することを報告している17・18）。　今回、白血病、リンパ腫に対
してシュードゥリジンとトメチルアデノシンを併せて用いることにより、そ
れぞれの単独測定と比較して、白血病患者の陽性率の向上が認められた。　両
修飾核酸の併用により、より確実な診断が可能になるものと思われる。　現在、
白血病、リンパ腫の診断は主に骨髄穿刺により採取した骨髄液中の細胞像の解
析により行われているが、激しい生体侵製を伴うものであるため頻回使用が制
限される。　これに対し、尿検体を用いる本法は苦痛を与えずかつ簡便に実施
できるため、患者病態のモニタリングへの応用が可能であり、従来の診断法の
相補的な診断法として有用であると考えられる。
健常人における尿中シュードゥリジン、トメチルアデノシン量の性差、年
齢差は認められなかった。　また、排泄量の日内変動及び日差変動も認められ
なかったことから、尿中修飾核酸が腫瘍に対して高い特異性を有するマーカー
であることが明らかになった。　尿中の修飾核酸量は癌組織におけるRNAの
代謝回転の元進により増加すると考えられているが、健常人ではその排泄量が
年齢、性別、時間、日にち、さらには食事による影響を受けないことから、生
－14－
体内のRNAの代謝が厳密に制御されていることが示された。
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第2章　血清中修飾核酸定量法の開発
第1節　はじめに
前章において、尿中修飾核酸の腫瘍マーカーとしての有用性について述べた。
尿試料は採取にあたり生体に対する侵聾がないという長所を持つ反面、一時
尿を利用する場合にはクレアチニン補正が必要であること、腎障害を有する患
者や小児ではクレアチニン排泄が少ないことに起因する偽陽性例が多く認めら
れること、また、実験動物を利用する場合、定時に一定量の尿を採取するのが
難しいこと、などの短所を持っている。
一方、血清中の修飾核酸は尿中に比べて極めて微量ではあるが、クレアチこ
ン補正の必要もなく、より直接的に生体の状態を反映するものと考えられる。
また、癌組織から尿へ修飾核酸を搬送しているのが血液循環系であることより、
血清中の修飾核酸の解析は修飾核酸の体内動態の検討にも有用であると考えら
れる。　そこで血清中修飾核酸の定量を目的として、水柿らにより確立された
1－メチルアデノシンの酵素免疫測定法23）を高感度化し、試料の前処理法につ
いて検討を加え、血清中トメチルアデノシンの定量法を確立した。
第2節　高感度1－メチルアデノシン定量法の確立
ヒト血清中のシュードゥリジン量は尿中量の約1／100であることが明らかに
されていることから22，28，29）、同じく修飾核酸である1－メチルアデノシンの
血清中量と尿中量の比も同程度であることが推測された。　本推測により算出
される血清中1－メチルアデノシン量は5－100叩／mlのレベルであり、10ng／ml
を測定限界とする従来法23）による血清中トメチルアデノシンの定量は困難で
あると考えられた。　そこで、まず、トメチルアデノシン定量法の高感度化
を図った。
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尿中量の測定に用いた従来法23）を基本とし、二次抗体の標識酵素として西
洋わさびベルオキシダーゼ（HRP）を利用し、テトラメチルベンチジン
（TMBZ）を発色基質として採用した結果、吸光度の増加が認められたものの、
バックグラウンドの上昇も認められた（データ不掲）。　そこで、2次抗体添
加前に二回月のブロッキングを行った。　ブロッキング剤としては1％
BSA／0．05％Tween20含有PBSを用いた（Figure2－1）。
本改良法により得られた検量線をFigurc2－2に示す。　検量線は1－1000
ng／mlの範囲で良好な直線性を示し、従来法に比べ検出感度が10倍上昇した。
ー17－
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第3節　血清の前処理法の確立
前処理を行うことなしに、血清中のトメチルアデノシンの定量を試みたが、
血清タンパクによると考えられる妨害が認められた。　そこで、血清の前処理
法としてセントリコンー10（分画分子量10000）を用いた遠心限外ろ過法
を検討した・。　前処理後血清が測定試料として利用可能であることを確認する
ため、前処理後血清への標準品の添加回収試験を行い回収率を検討した。　さ
らに限外ろ過操作により検体中の1－メチルアデノシン濃度が変化しないこと
を確認するため、前処理前血清への添加回収試験を行った。　標準品の添加量
はヒト血清中の推定存在量とほぼ等しい30ng！mlとした。結果をTablc2－1，
2－2に示す。
血清の限外ろ過後に標準品30ng／mlを添加した試料における回収率は
98・3－114％、ろ過前に添加した試料における回収率は87．0－112％であり、い
ずれも良好な値を示した。
第4節　再現性試験
（1）　同時再現性試験
阻害ELISAに用いた96ウエルプレートの同時再現性を検討した結果を
Tablc2－3に示す。　遠心限外ろ過による前処理を行った血清試料の変動係数
（C・V・（％））は9．84－13．5％であり、各試料において良好な再現性が認められた。
（2）　日差再現性試験
同一血清試料中のトメチルアデノシン含量の測定日相違による変化を検討
した（Table2－4）。前処理を行った血清試料の変動係数（C．V．（％））は2．70－
8．39％であり、良好な日差再現性が認められた。
－20－
Table2－1Recoveryofl一methyladenosineaddedtoserumsampIesafteruItrafiltration
1－MethyJadenosine（ng／ml）　　Recovery
SampIe Added Measured Recovered（％）
0　　　　15．6
30　　　　　45．1　　　29．5　　　　　98
0　　　　17．9
30　　　　　52．2　　　　34．3　　　　114
0　　　　　23．3
30　　　　57．7　　　　34．4　　　　115
0　　　　　28．7
30　　　　　60．9　　　　32．2　　　　107
Table2－2Recoveryofl－methyladenosineaddedtoserumsamplesbeforeuItrafiItration
1－Methyladenosine（ng／ml）　　Recovery
Sample Added Measured Recovered　（％）
0　　　　　34．3
30　　　　68．0　　　　33．7　　　　112
0　　　　　32．0
30　　　　64．2　　　　32．2　　　　107
0　　　　　37．6
30　　　　　70．5　　　　32．9　　　　110
0　　　　　34．1
30　　　　　60．2　　　　26．1　　　　　87
－21－
Table2－31ntra－aSSayVariationofinhibitionELISAfor1－methyJadenosine
inserumsampJes．SimuItaneousreappearanceineachweIIofaplate
WaSteSted．
1－MethyIadenosine（ng／mI）
Samplel Sample2　　Sample3　　Sample4
1
2
3
4
5
6
7
8
9
20．7　　　　　　25．9
22．6　　　　　　29．8
24．4　　　　　　30．8
22．6　　　　　　31．3
25．9　　　　　　29．8
20．8　　　　　　31．6
24．7　　　　　　34．8
17，6　　　　　　36．3
26．9　　　　　40．8
32．8　　　　　　29．0
34．5　　　　　　40．6
32．7　　　　　　33．2
39．3　　　　　　38．7
39．1　　　　　35．0
37．7　　　　　　30．8
40．6　　　　　　38．7
43．1　　　　　38．1
40．8　　　　　　40．8
Average　　　22．9　　　　32．3　　　　32．4　　　　36．1
S．D．　　　　2．92　　　　　4．35　　　　　3．72　　　　　4．30
C．V．（％）　　12．8　　　13．5　　　　9．84　　　11．9
Table2－4lnter－aSSayVariationofinhibitionEuSAforl－methyladenosine
inserumsamples．Reappearanceindifferentdayswastested．
1－MethyIadenosine（ng／mJ）
Samplel Sample2　　Sample3　　Sample4
29．5　　　　　　29．4
31．0　　　　　　31．7
29．7　　　　　　33．8
29．9　　　　　　30．0
26．4　　　　　　33．5
25．6　　　　　　29．6
Average　　　　30．1　　　　31．6　　　　27．3　　　　31．O
S．D．　　　　0．81　　　　2．20　　　　　2．29　　　　　2．15
C．V．（％）　　　2・70　　　　6・96　　　　8．39　　　　6．94
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第5節　考察
一般に測定法の検出感度の改善を図る場合、検出信号の絶対値の拡大によっ
て達成される絶対感度の向上と、バックグラウンドの低下により相対的に検出
信号が感知されやすくなることによって達成される相対感度の向上について考
慮する必要がある。　本測定法では、絶対感度の向上法として、一般に検出感
度に優れるとされる、標識酵素としてHRPを、発色剤としてTMBZを使用す
る系を採用した。　他方、二回のブロッキング操作を行うことで相対感度の向
上を図った。　本測定法の測定限界は従来法の1／10の1ng／mlであり、血清
中の1－メチルアデノシン測定に十分応用可能であった。　Umcgaeらはポス
トカラムで蛍光誘導体化を行うことによって、シュードゥリジンの検出限界を
約10ng／mlまで向上させている26）。　しかし、これまで感度的な問題から、
血清中のシュードゥリジン以外の修飾核酸定量に関する報告は乏しく、
Gchrkcらのグループにより報告されているのみである25）。　本測定法でなさ
れた改良は、修飾核酸の定量に限らず、他の免疫測定法にも広く応用可能と考
えられる。
一般に血中化合物の定量を免疫測定法で行う場合、爽雑物の影響を軽減する
ために血清試料の希釈を行うが、血清中の修飾核酸は微量であるため、希釈を
行うことは困難であった。　そこで、前処理法として、限外ろ過法に着目した。
前処理後血清が測定試料として利用可能であることを確認するため、前処理後
血清への標準品の添加回収試験を行い回収率を検討した。　さらに限外ろ過操
作により検体中のトメチルアデノシン濃度が変化しないことを確認するため、
前処理前血清への添加回収試験を行った。　いずれの試験でも回収率は良好で
あり、前処理法として限外ろ過法が適当であることが明らかになった。　また、
同時再現性、日差再現性ともに良好であり、本測定法が信頼性の高い測定法で
あることが明らかになった。
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ところで、修飾核酸の中でシュードゥリジンは血清中腫瘍マーカーとして応
用性が検討されてきたほとんど唯一の化合物である。　これまでに血中シュー
ドゥリジンが肺小細胞癌および肝細胞癌のマーカーとして有用であることが報
告されている27，28）。今回、著者は、既に尿中レベルの解析から腫瘍マーカ
ーとしてその有用性が明らかにされているトメチルアデノシンの高感度測定
法を確立した。本測定法を用いて血清中のトメチルアデノシンを測定する
ことにより、癌のスクリーニングやモニタリング、あるいは生体内での存在意
義の解明に新たな道が開かれるものと考える。
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第3章　担癌マウス血清中修飾核酸量の検討
第1節　はじめに
血清中に修飾核酸は微量しか存在しないため、感度上の問題から血清中量の
測定は困難であった。　このため担癌動物を用いた基礎的検討も主に尿を用い
て行われ、血清中の修飾核酸量の変動についての報告はほとんどなされていな
かった。　著者は、従来血清診断に利用されてきたシュードゥリジンに加えて、
前章でその測定法を確立した1－メチルアデノシンが新たなマーカーとなりう
るか否かを検討した。　すなわち、腹水型腫瘍及び固形腫瘍を移植した二つの
モデルについて、担癌にともなう血清中量の変動、および両修飾核酸の変動パ
ターンの相違について検討を加えた。
第2節　腹水癌モデル
BALB／Cマウスに同系マウス由来のMethA繊維芽細胞腫細胞を腹腔内移植
して作製した腹水癌モデルの腹水量および腹水中のパック細胞容積（packed
Cellvolume）を測定した結果をFigure3－1，3－2に示した。　腹水量は移植後
5日目以降12日目まで増加した。　腹水中のパック細胞容積は移植後5日目
にわずかな増加が認められ、以後12－日目まで増加した。　腹水量とパック細
胞容積はほぼ同様の増加パターンを示すことが明らかになった。
同一マウスの血清中の1－メチルアデノシンとシュードゥリジンの定量結果
をFigure3－3に示した。　非担癌マウス血清中のトメチルアデノシン、シュ
ードゥリジン量はそれぞれ60・1±13・lng／ml、2・68±0．50〃g／mlであった。
担癌マウス血清中の1－メチルアデノシン量は移植後5日目までは変化が認め
られなかったが、その後増加し、12日目には正常値の6．7倍の404±59
ng／mlに達した。　一方、シュードゥリジンは移植後9日目以降に増加し、12
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日日の血中量は正常値の2・2倍の5．82±0．15〃g／mlまで上昇した。
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第3節　固形癌モデル
BALB／CマウスにMcthA細胞を皮内移植して作製した固形癌モデルの腫瘍
の大きさを経時的に測定した結果をFigurc3－4に示した。　腫瘍は移植後5
日目に観察され、21日目までほぼ一定の速さで増大した。
そこで、本モデルマウス血清中の1－メチルアデノシン、シュードゥリジン
を測定した結果をFiguTC3－5に示した。　トメチルアデノシンは移植後5日
目以降増加し、19日目には正常値の1・8倍の112±3ng／mlに達した。　その
後22日までの3日間に急激に増加し、正常値の4・2倍の253±5mg／mlに達
した。　他方、血清中シュードゥリジンは11日目に正常値の2．7倍の7．16±
0・24〟g／mlまで増加した後、8日後の19日目以降に再び増加が認められ、
22日目には正常値の3・7倍の10・0±0・6〃g／mlなる高値を示した。
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第4節　考察
腹水型の担癌モデルでは、癌細胞の増殖は移植後5日目以降観察された。
この時期は血清中1－メチルアデノシン量の上昇開始時期と一致し、これまで
の尿中量の解析から得られた、1－メチルアデノシンが腫瘍の状態をよく反映
するという知見と一致するものであった。　腫瘍マーカーとしての血清中修飾
核酸の新たなプローブとして、その意義が示されたものと考えられる。　一方、
シュードゥリジンも9日目以降増加が認められ、癌細胞の増殖との相関が確
認された。
固形の担癌モデルでは、腫瘍細胞はほぼ一定の速さで増大した。　血清中の
1－メチルアデノシンの増加は5日目以降19日目までは緩やかだったが、そ
の後の3日間は急激であった。　シュードゥリジンも19日以降急激な増加を
示し、腫瘍細胞の増加と完全には相関しなかった。Th－omalcらは3－メチル
コラントレンによりマウスに繊維芽細胞腫を誘発し、尿中に排泄される修飾核
酸の経時変化を検討しているが32）、彼らの結果では排泄量は担癌末期に急激
に増加している。　今回の固形癌モデルの血清中量の結果は彼らの結果とよく
一致しており、癌の病態における修飾核酸の急激な増加に興味が持たれる。
腹水癌モデルと固形癌モデルを比較すると、血清中の修飾核酸量はいずれも
5　日目以降増加傾向を示すが、増加速度は腹水型の方が大きかった。　これは、
腫瘍細胞が皮内と比較し腹腔内においてより速く増殖するためと考えられる。
この結果は、担癌動物尿中に多量に排泄される修飾核酸が、腫瘍組織での
tRNAの代謝回転が元進していることに由来するものであるという　Borekらの
仮説33）を個体レベルで裏付けるものと考えられる。　血清中修飾核酸の増加
量が生体内での腫瘍細胞量の増加を的確に反映しているという結果により、血
清中修飾核酸が腫瘍マーカーとして有用であることが予想されたので、次章で
は癌患者検体について検討を行った。
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第4章　健常人及び癌患者血清中修飾核酸量の検討
第1節　はじめに
前章の担痕マウスモデルを用いた検討により、血清中修飾核酸の腫瘍マーカ
ーとしての有用性が示唆された。　そこで、健常人血清検体を用いて正常値を
算出し、カットオフ値を設定した。　そして、癌患者血清中量をカットオフ値
と比較することにより、血清修飾核酸が腫瘍マーカーとしてヒトに応用可能か
否かについて検討した。　さらに、血清採取時に同時に採取した尿試料中の修
飾核酸量を測定し、血清試料中と尿試料中の含量の差異についても検討した。
第2節　健常人及び癌患者血清中修飾核酸量の検討
健常人男性16人（20－65才‥平均32・2才）、健常人女性15人（′18－63才‥
平均33・5才）より採取した血清中のシュードゥリジンと1－メチルアデノシン
量を測定した（Figurc4－1，4－2）。
健常人血清中のシュードゥリジンの平均値は1．28±0．27〟g／ml、トメチ
ルアデノシンの平均値は28・3±7・9ng／mlであり、男女間の性差は認められな
かった。　そこで、カットオフ値として平均値に2SDを加えた値である1．82
〃g／ml（シュードゥリジン）、44・1ng／ml（1－メチルアデノシン）を設定し
た。
固形癌及び白血病患者より尿と血清を同時に採取し、各々に含まれるシュー
ドゥリジン、1－メチルアデノシン量を測定した（Table4－1，4－2）。　固形癌
及び白血病患者の血清中、尿中シュードゥリジンの陽性率はそれぞれ36％
（9／25）、64％（16／25）であった。　血清中シュードゥリジンが陽性を示し
たのは、肝細胞癌、胆管癌、大腸癌各2例、胃癌、卵巣癌、子宮癌各1例
であった。
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TabIe4－1SerumandurinaryIevelsofpseudouridineincancerpatients
PseudouridineIevels
Typeofcancera nSerumb UrineC
Leukemiad　　　　　　5
Stomach
?
HepatoceIrular　　　　　4
CholangIOma　　　　　3
Co10∩
Ovarianandcervixg　　　　4
1．13　　　　　　　63．070
1．66　　　　　　　　59．51
1．13　　　　　　　　63．22
1．45　　　　　　　135．05
1．28　　　　　　　　95．90
?????????
1．04
2．60
33．12
36．42
17．46
26．26
30．78
36．98
1．75　　　　　　　　53．93
7．43　　　　　　　　52．72
0．18　　　　　　　　　40．21
3．66　　　　　　126．74
2．03　　　　　　114．94
2．27　　　　　　　　39．71
1．10　　　　　　　　86．91
0．54　　　　　　　124．85
1．11　　　　　　　　13．59
3．43　　　　　　168．06
1．37　　　　　　　　　34．28
4．57　　　　　　　　86．69
2．91　　　　　　161．13
1．59　　　　　　　　60．90
NormalmeanvaIue　　　　　　　　　　　　　　1．28　　　　　　　　31．2
Cutoffva山e　　　　　　　　　　　　　　　　　1．82　　　　　　　　　51．0
Positiverrota1　　　　　　　　　　　　　　9／25　　　　　　　16／25
aAHleukemiapatientswereinactivestatusandaJIsoIidtumorpatientswereinadvanced
Stage．
bThevaIueexpressedaspg／m．・
CThevaJueexpressedasnmof小moJcreatinine．
dTwocasesofALL，tWOcaSeSOfCML，andonecaseofAMLwereincJuded．
eThevaluewithboldlettershowstheeIevatedurinaryleveJsabovecutoffvalue．
fThevaluewithbok＝ettershowstheeJevatedserumJeveIsabovecutoffvalue．
gThreecasesofovariancancerandonecaseofcervixcancerwereincluded．
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同じ検体の血清中、尿中トメチルアデノシンの陽性率はそれぞれ16％（4／25）、
44％（11／25）であった。　血清中トメチルアデノシンが陽性を示したのは肝
細胞癌2例、大腸癌1例であった。
第3節　考察
癌患者の血清中1－メチルアデノシン陽性率は16％（4／25）であるのに対し、
尿中量の陽性率は44％（11／25）であり、両者の陽性率の間には大きな差が認
められた。　また、血清中シュードゥリジンの陽性率は36％（9／25）、尿中
の陽性率は64％（16／25）であり、同様の傾向であった。　1－メチルアデノシ
ンの分子量は281．3、シュードゥリジンの分子量は244．2といずれも小さく、
限外ろ過によりその濃度が変化しないこと（第2章）から明らかなように血清
中のタンパク質との相互作用もないことから、血清中のこれらの修飾核酸は血
清中に保持されることなく速やかに尿中に排泄されるものと考えられる。　こ
のため、癌患者血清であっても尿中で認められるほど高い陽性率が得られなか
ったものと思われる。
第3章の担痛マウスモデルを用いた実験では癌細胞の増殖と血清中の修飾核
酸量の増加がほぼ相関したが、ヒト癌患者ではよい相関は認められなかった。
担癌マウスモデルに用いた移植癌細胞と実際のヒト癌細胞の増殖特性が異なる
ことや、モデルマウスでは個体に対して癌の大きさが大きくなることが、マウ
スでよい相関がみられた原因として考えられる。
Amuroらは個々の肝細胞癌患者より血清及び尿を採取して、これらの中に
含まれるシュードゥリジン量を測定し、血清及び尿の陽性率に大きな差が認め
られなかったことを報告している27）。　今回の結果は例数が少ないものの、
彼らの結果と一致するものであった。　すなわち、肝癌患者のみに限定すると
尿中シュードゥリジンの陽性率は50％（2／4）であり、血清中シュードウリジ
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Table4－2SerurTlandurinaryIevelsofl一methyJadenosineincancerpatients
Typeofcancera n
1・MethyIadenosinelevels
Serumb UrineC
Leukemiad　　　　　　5
Stomach
Hepatoce＝uJar
Chokn910ma
Colon
Ov訂ianandceⅣixg
?
?
?
?
?
13．9
15．5
20．3
26．0
35．2
???????????????
?
??
?
（??????????
????????
??
????????（???????
2．65
2．13
3．00
3．710
3．78
???????????????
????????????????
1．67
3．98
5．15
1．60
4．11
5．57
13．59
8．03
2．68
4．58
7．27
4．79
t．．．．．．．．．．－．－．．．．．．1．．．－．－．．．－．一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一－一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一．．．．．．－．．．．．▼
NormaJmeanvalue　　　　　　　　　　　　　　28．3　　　　　　　1．91
°－1．．－－－1．t．．．．．．．．．．．．．．．－tF一一一一一一－一一一一一一一一一一一一－一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一．．．．一一．．一．．．．－．一°
CutoffvaIue　　　　　　　　　　　　　　　44．1　　　　　　　3．23
1－－．．．．．．．．．－．．．一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一－一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一．．－．t－．．．．．．－e
Positive／TotaI　　　　　　　　　　　　　　4／25　　　　　　11／25
aAJIIeukemiapatientswereinactivestatusandaJIsoHdtumorpatientswereinadvanced
Stage．
bTheva．ueexpressedasng／mI．
CThevaIueexpressedasnmoJkLmOJcreatinine．
dTwocasesofALL，tWOCaSeSOfCML，andonecaseofAMLwereincluded．
eThevaIuewithboIdlettershowsthee－evatedurinary－eveIsabovecutoffvaIue．
fThevatuewithboldlettershowstheelevatedserumleveJsabovecutoffvalue．
gThreecasesofovariancancerandonecaseofcervixcancerwereincluded．
－35－
ンの陽性率も同等であった。　ここで検討した肝癌患者はすべてC型肝炎ウィ
ルスに感染しており、肝炎ウィルス由来のたんばく因子が修飾核酸の血液内の
保持に影響を与えている可能性も考えられる。　一方、大腸癌1例において、
血清中1－メチルアデノシンかカットオフ値の約3倍高い値を示した。　1－メ
チルアデノシンが免疫抑制活性を持つことから、この様な状態の患者体内は一
時的な免疫抑制状態に陥っている可能性が考えられる。　陽性率の問題から血
清中修飾核酸を腫瘍マーカーとしてヒト癌患者に応用することは難しいと思わ
れるが、ここで述べたような生体内変化の検討に応用することにより、その有
用性が発揮されることが期待される。
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第5章　総括及び結論
（1）第1章において、白血病とリンパ腫患者を対象として尿中シュードゥ
リジン及び1－メチルアデノシン量を検討した。　尿中修飾核酸量は健常人と
比較して有意に高かったか、疾患の種類による差異は認められなかった。　シ
ュードゥリジンと1－メチルアデノシンの定量を併用することにより、白血病、
リンパ腫の陽性率は向上した。　一方、疾患の状態と尿中修飾核酸量の関係を
検討した結果、寛解が導入されたほとんどの症例で尿中修飾核酸量がカットオ
フ値以下にまで減少した。　再発が認められた症例では尿中量の増加がみられ
た。　これらの結果から、尿中シュードゥリジン、1－メチルアデノシン量は
疾患の種類よりも、疾患の状態をよく反映することが明らかになった。　尿中
シュードゥリジンとトメチルアデノシンの白血病及びリンパ腫のモニタリン
グに対する有用性か示されたものと考えられる。
次に、尿中修飾核酸の腫瘍マーカーへの応用性を検討する際に基礎となる、
健常人の尿中量の変動を検討した。　健常人300人以上を対象とし、尿中シ
ュードゥリジン、トメチルアデノシン量の性差、年齢差を検討したが、いず
れも有意差は認められなかった。　また、日内変動、日差変動も認められなか
った。　これらの結果から、尿中シュードゥリジン、トメチルアデノシン量
は腫瘍以外の内的あるいは外的要因の影響を受けにくく、腫瘍マーカーとして
高い特異性を有していることが明らかになった。
（2）第2章において、血清中トメチルアデノシンの定量法を確立した。
HRPとTMBZを用い、2回ブロッキング操作を行うことにより、測定感度を
従来法の10倍に上昇させることに成功した。　前処理には限外ろ過を用いた。
同時再現性、日差再現性とも良好であり、標準品の添加回収試験の結果も満足
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し得るものだった。
（3）第3葺では担癌マウスモデルを用い、血清中トメチルアデノシン、シ
ュードゥリジン量の変動を検討した。　腹水癌と固形癌のいずれのモデルにお
いても、癌細胞の増加に従い、血清中の修飾核酸量は増加した。　腹水癌モデ
ルの方が固形癌モデルより早い時期から血清中量の増加が認められたが、これ
は腹水癌の方が癌細胞の増殖が速いためと考えられる。
（4）第4章ではヒト癌患者を対象とし、血清中1－メチルアデノシン、シュ
ードゥリジンの腫瘍マーカーへの応用性について検討した。　癌患者血清中の
修飾核酸量の増加例は予想外に少なく、陽性率は尿検体の陽性率を大きく下回
った。　これは、血清中修飾核酸が迅速に尿中へ移行していることか原因と考
えられる。　マウスのモデル（第3章）では癌細胞の増殖にともない血清中修
飾核酸量も増加したが、癌患者の結果はこれとは異なるものであった。　この
理由として、実験腫瘍とヒト腫瘍の増殖特性の違いが考えられる。　血清中1
－メチルアデノシン、シュードゥリジンはC型肝炎ウィルス陽性の肝癌患者で
陽性例が認められており、この様な病態の検出には応用可能であると考えられ
る。
癌患者尿中あるいは血清中に増加する修飾核酸は、癌細胞においてRNAの
代謝回転が元進していることに由来すると考えられている。　このため、癌の
原発組織や臓器によらず、また、転移が発生した組紙や臓器によらず腫瘍マー
カーとなることが予想される。　しかし、同じ理由から、癌細胞のRNAの代
謝が遅い場合や癌細胞数が少ない場合には癌の検出が遅れるおそれがある。
今後、修飾核酸の腫瘍マーカーとしての信頼性をより向上させるためには、他
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の診断法を併用することや癌細胞において顕著に含量が変化する修飾核酸の応
用も考えるべきであろう。
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第6章　実験材料及び方法
第1節　第1章付属実験
1－1　試薬
1－メチルアデノシンおよびキャリアプロテインとして用いた牛血清アルブ
ミン（BSA）はシグマ杜より購入した。　他の試薬は分析用グレードのものを
用いた。
1－2　健常人尿及び癌患者尿
本実験で用いた尿試料は健常人10人（男性7人、女性3人）より一時尿と
して採取した。　口内変動の検討には9時、12時、15時、18時に採取した
尿を用い、日差変動の検討には連続した7日間の毎日9時に採取した尿を使
用した。
白血病、リンパ腫の型と尿中修飾核酸量との関係の検討は、患者60人
（19－72才）を対象とした。　内訳はAML20人、AMMoLlO人、CML5人、
ALL8人、ML7人、MMlO人であった。　尿は血液検査による診断確定後で、
化学療法を開始する前のものを用いた。　病態と尿中修飾核酸量の関係の検討
には、患者20人を対象とした。　内訳は寛解群がALL4人、AML、AMMoL、
ML各1人、再発群がAML4人、ALL、NHL各1人、安定群がAML4人、
ATL、ML、MM各1人であった。　病態の分類は血液学的所見によった。
すなわち、骨髄性白血病の場合、骨髄穿刺液中の幼若細胞が5％以内ならば完
全寛解、5％より多く　25％以内であれば部分寛解、25％より多ければ再発と
した。　リンパ性白血病の場合、骨髄穿刺液中のリンパ芽球が5％以内ならば
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完全寛解、5％より多ければ再発とした。　尿は病態が転帰を迎える前後に採
取したものを用いた。
1－3　尿中シュードゥリジン、トメチルアデノシンの測定
最適抗原抗体量は予め抗原および抗体のタイトレーションを行い、抗体量が
抗原量に比べ過剰にならない条件を選択した。　従来の方法23）により合成し
たシュードゥリジンあるいはトメチルアデノシンとBSAの結合体（各10
Pg／ml、1〟g／ml）を96ウェルプレート（Sumitomo、MS－3496F；ポリスチレ
ン製）に100／Jlずつ分注し、4℃下一晩放置し固相化した。　抗原溶液を除
いた後、1％BSA－PBSを100jLlずつ各ウェルに加え37℃、1時間反応させ
た。　次に、溶液を除いた各ウェルにシュードゥリジンまたは1－メチルアデ
ノシンの標準品溶液（吸光度より濃度をそれぞれ50，10，5，1，0．5，0．1／Jg／ml、
10，5，1，0・5，0・1，0・05，0・01〃g／mlに調製したもの）あるいはPBSを用い
て8，16，32倍に希釈した尿検体を50〃1ずつ分注した後に、抗シュードゥリ
ジンモノクローナル抗体（APU－6：5〃g／ml）あるいは抗1－メチルアデノシ
ンモノクローナル抗体（AMA－2：1〃g／ml）を50JLl加え、4℃で1時間反
応させた。　反応終了後各ウェルをPBSで5回ずつ洗い、ALP標識ヤギ抗マ
ウスIgG抗体（Tago、3000倍希釈）を100〃1ずつ各ウェルに分注した。　4
℃、45分間反応させた後、各ウェルをPBSで5回ずつ洗い、クーニトロフェニ
ルフオスフェートを基質とする発色溶液（SigmalO4：Phosphatasesubstrateを
1mg／mlの濃度で含む1Mジエタノールアミン緩衝液（pH9．8））を100〃1ず
つ添加した。　37℃、20分反応させた後、2N水酸化ナトリウム水溶液50
〃1を加え反応を停止し、405m叫こおける吸光度を96ウェルプレートリーダ
ー（Mode12550、Bio・Rad）を用いて測定した。　測定は全てtripicateで行い、
検量線は吸光度をLog－logit変換することにより作成した。
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尿中クレアチニンはクレアチニン・テスト・ワコー（和光純薬）により測定
した。
第2節　第2章付属実験
2－1　試薬
トメチルアデノシンおよびキャリアプロテインとして用いた牛血清アルブ
ミン（BSA）はシグマ杜より購入した。　他の試薬は分析用グレードのものを
用いた。
2－2　1－メチルアデノシンの検量線の作成（阻書ELISA）
最適抗原抗体量は予め抗原および抗体のタイトレーションを行い、抗体量が
抗原量に比べ過剰にならない条件を選択した。　従来の方法23）により合成し
た1－メチルアデノシンとBSAの結合体（50ng／ml）を96ウェルプレート
（Sumitomo、MS－7196F；ポリビニルクロライド製）に100〃1ずつ分注し、4
℃下一晩放置し固相化した。　抗原溶液を除いた後、0・05％Twccn20含有
1％BSA－PBSを100FLlずつ各ウェルに加え37℃、1時間反応させた。　次
に、溶液を除いた各ウェルに1－メチルアデノシンの標準品溶液（吸光度より
濃度を300，100，30，10，3，1ng／mlに調製したもの）を50〃1ずつ分注した後
に、AMA－2培養上清（200倍希釈液）50〃1を加え、4℃で1時間反応させた。
反応終了後各ウェルを0．05％Tween20含有PBSで3回、PBSで2回ずつ洗
い、先の条件で再びブロッキングを行った。　ブロッキング剤を除いた後、
HRP標識ヤギ抗マウスIgG抗体（Tago、3000倍希釈）を100FLlずつ各ウェ
ルに分注し、4℃、45分間反応させた。　抗体液を除き、先と同様に洗浄を行
った後、TMBZを基質とする発色溶液（Sumitomo、ML－1120T）を100〃lず
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つ添加した。　室温、15分反応させた後、同キットに含まれている停止液
100〃1を加え反応を停止し、450nmにおける吸光度を96ウェルプレートリ
ーダー（UVmax、MolecularDevices）を用いて測定した。　測定は全て
triplicateで行った。　検量線は吸光度をLog－logit変換することにより作成し
た。
2－3　血清の調製
健常人より採取した血液を、室温あるいは37℃で2時間以上静置した後、
4℃下3000rpmで20分間遠心し上清を回収した。　用時まで－80℃で保存し
た。
2－4　血清の前処理法および添加回収試験
調製した血清をセントリコンー10（アミコン、分画分子量10000）を用い
て遠心限外ろ過（7000rpm，20－60分，10℃）し、そのろ液を回収した。　こ
れに1－メチルアデノシン標準品を最終濃度30ng／mlになるように添加し、2
－2の方法と同様に阻害ELISAを行った。　前処理前添加群では標準品の添
加を前処理前に行い測定した。　測定値と1－メチルアデノシン非添加時の測
定値との差を回収量とし、この値を添加量で除し回収率を求めた。
2－5　同時再現性試験
前処理を行った健常人の血清を96ウェルプレートに1検体あたり1枚以内
に分注し、同一プレートの各ウェルでの再現性について検討した。　定量は2
－2の方法に準じて行った。
2－6　日差再現性試験
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前処理を行った健常人血清の同一検体の定量を異なった日に実施し、再現性
について検討した。　定量は2－2の方法に準じて行った。
第3節　第3章付属実験
3－1　動物
雄性BALB／Cマウスは東北大学医学部付属動物実験施設マウスセンターより
購入した。　実験には6週令のものを使用した。
3－2　培地
東北大学医学部組織培養室より供給されたRPMト1640培地に、100u／mlペ
ニシリンG、100〃g／mlストレプトマイシン、60〃g／mlカナマイシンを加え
たものを腫瘍細胞移植時に細胞懸濁液として利用した。
3－3　腹水癌モデル
雄性BALB／Cマウス（6週令）にMethA繊維芽細胞腫細胞を1xlO6
cclls／mlの濃度にRPMト1640培地で懸濁したものを、0．5ml腹腔内移植した。
移植後5，9，12日目に頸動脈切断により脱血死させ、血液を採取した。　腹水
の採取が可能な場合はそのまま採取し、不可能な場合はPBS5mlを腹腔内に
注入後回収し、腹水量を測定した。　PBSを注入した場合の腹水量の補正は、
正常マウスで同じ操作を行った場合4ml回収可能であったことから、回収量
から4mlを減ずることにより行った。　パック細胞容積は腹水を4℃、3000
rpmで20分遠心した時の沈澱の量として求めた。
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3－4　囲型癌モデル
雄性BALB／Cマウス（6週合）にMethA細胞を5xlO6cells／mlの濃度に
RPMト1640培地で懸濁したもの0・1mlを、皮内移植した。　移植後
5，11，19，22日に頸動脈を切断し、血液を回収した。腫瘍の短径と長径を測
定し、その積の平方根を大きさとした。
3－5　血清中1－メチルアデノシン、シュードゥリジンの測定
採取したマウス血液は2－3及び2－4と同様な方法で処理した。血清中
トメチルアデノシンの測定は2－2の方法で行った。　血清中のシュードゥ
リジンの測定は基本的に1－3と同様な方法で行った。　すなわち、従来の方
法22）により合成したシュードゥリジンとBSAの結合体（1〃g／ml）を96ウ
ェルプレート（Sumitomo、MS－7196F；ポリビニルクロライド製）に100〟1ず
つ分注し、4℃下一晩放置し固相化した。　抗原溶液を除いた後、1％BSA－
PBSを100〃1ずつ各ウェルに加え37℃、1時間反応させた。　次に、溶液
を除いた各ウェルにシュードゥリジンの標準品溶液（吸光度より濃度を30，
10，3，1，0・3，0・1〃g／mlに調製したもの）あるいは前処理を行った血清検体を
50〃1ずつ分注した後に、APU－6培養上清（15倍希釈液）50FLlを加え、4
℃で1時間反応させた。反応終了後各ウェルを0．05％Twccn20含有PBSで
3回、PBSで2回ずつ洗い、ALP標識ヤギ抗マウスIgG抗体（Tago、3000倍
希釈）を100〟1ずつ各ウェルに分注し、4℃、45分間反応させた。　抗体液
を除き、先と同様に洗浄を行った後、クーニトロフェニルフオスフェートを基質
とする発色溶液（SigmalO4：phosphatasesubstrateを1mg／mlの濃度で含む1
Mジエタノールアミン緩衝液（pH9・8））を100〟1ずつ添加した。　37℃、20
分反応させた後、2N水酸化ナトリウム水溶液50〟1を加え反応を停止し、
405nmにおける吸光度を96ウェルプレートリーダー（UVmax、Molecular
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Devices）を用いて測定した。　測定は全てtriplicatcで行い、検量線は吸光度
をLog－logit変換することにより作成した。
第4節　第4章付属実験
4－1　健常人血清及び癌患者血清
健常人男性16人（20－65才、平均32・2才）、健常人女性15人（18－63才、
平均35．5才）から血液を採取し、2－3の方法に従って処理し、血清試料と
した。　癌患者血清は男性12人（42－86才、平均60・1才）、健常人女性13
人（36－錮才、平均64．5才）から採取したものを用いた。血清中1・メチル
ァデノシンの測定は2－2の方法で行い、シュードゥリジンの測定は3－5と
同様な方法で行った。
4－2　癌患者尿
4－1の癌患者の血液採取時に同時に尿を採取し、保存剤を加えずに－80℃
あるいは－20℃に保存した。尿中トメチルアデノシン、シュードゥリジン
の測定は1－3の方法に準じて行った。　尿中クレアチニンはクレアチニン・
テスト・ワコ一により測定した。
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正誤表
誤　　　　　　　　　　　　　正
11ページ、11行目　　mol／〃mOlクレアチニン　nmol／〃mOlクレアチこン
